
3 Гс.голн А Л. Вопросы биохимии мозга, 13. 9—38. Ереван, 11)78
4 Галмн А А ДАН АрмССР. 64. 2, 1IB-12I, 1977
5 . Авакян О. At Фармакологическая регуляция высвобождения и захва։а порадрс 

налпна, Ереван. 1973.
6 Турлаев Т. АГ Медиаторная функция ацетилхолина и природа холннорецсптсрсв 

№.. 1962.
7 .Иинг/лик Б, Н Физиология адренорецепторов. №.. 1968
8 . Л.՛..՛'-;n .4. Л. Патент № 403214 с приоритетом от 2 января 1968.
’J. Галбян *. 1 Срапионяч Р. А!.. Карапетян Р. О.г Саакян Ф. И., Саакян С А. 

Сарибекян Г Л.. ДАН АрмССР. 67. 3. 176-179. 1978
10 Путинцева Т Г., Карапетян Р. О. ДАН АрмССР. 69, 2. 119-124. 1979.
II . Га;оян Л4 Л., Гурвиц Б. Я. Погосян М. Л. Вопросы биохимии мозга. 7/. 89— 

06. Ереван. 1976
12 Гаг.оян Л Л.. Чиф.'.икян 41. Д.. Мурадяп Af. 11L, Едигаряп 4 К.. Абрамян С. С. 

Нсйродийпя, 5. 1Т 45—48, 1986
13 Birmingham Л. Г. tt'iAon А К. Br. I. Pharmacol. Chcmothcr.. .7, 3. 369-580 

196.7.
14 . Svedin С Acta Physiol, scand. Suppl. I 369 375, 19'1.

Поступило 6.V 1988 г.

Биолог. ж Армении, № 2. (42), 1989 УДК 577.15.

ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЙ АКТИВНОСТИ АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ 
ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ КАРДИОАКТИВНЫХ 

НЕЙРОГОРМОНОВ «К» И «С»

Л A. J АЛОЯН, М. Л. ДАВТЯН, Р. №. СРАПИОНЯН

Институт биохимии АН АрмССР. Ереванский государственный университет

Выявлен неконкурентный тип ингибирования аргнна.ш нейрогормонами
*К> ՝■• «•֊'», но свидетельствует о связывании их с аргиназой не в ката-

с... >.. ц.нтре Опыты но десенсибилизации аргииазь г.ри помощи 
тепловой обработки выявили аллостерический механизм взаимодействия с 
нейрогормонами. J-

fu.ll. . Լ С К .■ ձ <С/ Նե ւրոՀրւոմ ոնՆեր ով ր q ք։Ն ԱՈ, и, , ի ո. էք/ւէյսւկ.
՞՛ ՚ վ1ք^]"Հմ Լ արէւինսււ{41[ի Հետ նրանց կա ան մէսսին ոչ

կատաւքէտքւկ կենտրոնում ֆերմային մշակմամր արհքւնէււպաւի ղեւ։!.նէ>խ իքյէէչացիաչքւ 
փորձերր րացահայտւսս են նէյրոհորմոններ[ւ Հետ ւիո fit սււչւքե дш/՛յան ա/ոստերի!/ 
մեխան^մրւ

ք
hicompe'.iiive lype о! arginase Inhj! Ilion by neurohormones 'K ano ■(.՛.• 
is revealed, which iiiduaies thek conneriion with агупгазс ni.it in the ca- 
mlyiic centre. Experiments on arginase dcsensibil.zatton with the help of 
Ihermai treatment show the allosierlc mechanism of interaction with neu
rohormones.

Аргиназа- нейрогормоны <K^ и <С*—пллостеризм.

1էև.4!ւ тинного исследования явля.-оеь изхчение влияния иейрогсрмо- 
1кн. «Кх- и «С» на активность коммерческой лиофилизированной арги-

Сохращеикя: ДЭАЭ-целлюлоза—днатнламнии/>п.'.т-ислл1о;1о -а, ФДЭ—фосфоднзсте- 
р."? ЭПГ—влектронноларамагннтиый резонанс.
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пазы, выделена'й и.։ г-ечени крупного рогатого скота, а также иа ак 
тивность I и II изоэпзимов частично очищенной ар иназы печени крыс. 
Эти нейрогормоны путем возможного воздействия на активность арги
наз различной природы и их изоферментов могут оказать регулирую
щее влияние из ряд важных метаболических процессов.

Иипупгп.г а :.:кг:՛-Ь/'.ч. Кардн-юк։нвные нейрогормоны К- и «С» выделили двумя 
СПОС 6.1М11 к.. Н.: -.ТЯрИЫХ соединен։։՜՝ ги ,, |-:ггуг.« и ■՝.-•«>։։п.՛■ оианнсМ (Л
своих белковых н«кн гелей методом диалн.ю против 0.1 I! СН3СООН

Гель-фильтрацию низкомолекулярных соедин ■-пл проводили иа колонке с мода- 
фин |рованныМ и нсмоднфнцнрованным сефадексом С 10 Глищщэмиднрование сефа 
дексз вели по методу Крейга и совет с некоторыми модификациями [2 5].

Ноиообмсиную .хроматографию проводил: на । монкз ;япгалненных ДЭЛЭщы- 
лими.уой, уравновешенной 0,005 М натрий-фосфатнын буфером (pH 6.5) Применяли 
дн...-иную градиентную -«люпин по соответствующей схем. ЗначшеЛиный градиепг 
концентрации солн (0.02 -0,5 М) сочетался с небольшим понижением pH буфера, от 
6.5 до 5,0. Скорость элюцнн составляла 20 мл,-час.

Нисходящую хроматографию на бумаге Г-'\' 11 осуществляя.։ в системе раствори- 
телей бутанол—уксусная кислота—вода (4-1.о)

Активность ФДЭ цАМФ мозга крыс определяли по количеству ։дро.и(,т<1ванн6го 
субстрата при его ннкуб.щнн с ферментом ио метод., [Я] моднф։՛ :՛.■■ шаннкму при
мененном радиоактивного микромстода, предусматривающего ра > делен не продуктом 
гидролиза с помощью восходящей юлкослойной хроматографии иа пластинках «Си- 
луфол-254» [!] В качество источника ФДЭ сЛ'ЛФ использовали супернатант гомЬ 
сената (21НЯ)Х", 20 хин) мозга крыс. < чет радиоактивности продумав идролвща 
иАМФ проводили на сцинтилляционном спектрометре:

За единицу активности Н< принимал' активность 1мен;цю т. ՛.?.нбир)ющего I мЕ 
ФДЭ суисрнат.чнт.1 1.>ип'т.пт1 (2000 а •>, 10 мин) м<> га *рыс и минуту и процесса ин- 
.убшиш нр.ч 37՛ и >Н 3,6 Препараты НК. как и Н'՛ до.пюованы в единицах биоло- 

и-ческой активности. За единицу биологическ активности принимала количество 
пр.парата, увеличивающее объемную емкость кр*яш. оттекающей и։ вен-иных сосудов 
сердца на 100% по гразнрнию нормой Выделение и очистку и .оферментов арги- 
на :*• Производили по методу [. | Б ։ ж ■ '-предел•.։.-։:• по Лоури и модификации [7]. 
I .манту ингибирован ։н инч-д.-лял:- по Диксону [6]. арсина л-.ую актвиость -мето
дом [М|. мс.чеиику по метолу Арчибальда [4| с исполь пани.-м набора реак-ивот 
для • пндартных .^следований биологических жидкостей (-Лахемл- ЧССР)

Резу.и .татч и обсуждение. Коммерческая .ни фнлизириванная ар- 
; нгаза. пылслемнан ля печени крупного рогатин.՝ скота («Реана-т»). 
состоит из двух идентичных субъединиц с молекулярной массой 
71000Д. Исследования показали, что нейрогормон сО по сравнению 
с нейрогормоном ■?!<> .-.лынзет ингибирующее влияние на активное:ь 
аргиназы печени крупной.* рогатого скота в тначительпо меньших кон
центрациях: 7о м17..'0>021 ел. б:юл. акт. нейрогормона «С» подавляют 
активность аргиназы на 18%. а 228 мЕ О.063 ед. биол. акт. нейрогор
мона «С» почти не оказывают ингибирующего воздействия, 0.06 ед. 
биол. акт. нейрп >р՝.՝.ояа К» ингибируют актнинсстъ аргиназы на 24%, 
а 0,24 ед. би ՛՜ акт. иа 15е... Эти՛ 1анные также свидетельствуют о 
возможном непосредственном влиянии нейрогормонов на активность 
аргиназы печени крупного рогатого скота. Для выяснения типа инги
бирования мы использовали известный метод Диксона ыя определе
ния ингибиторных К'.1П-.тант При этом консгангу и.н |бирокання К» 
мы не определи ։. так пока мы не можем зыражггъ ч-.н։центрацию 
нейрогормонов в весовых количествах. Результаты исследований, пред
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ставленных на рис. I, покачали, “։о исследованные нейрогормоны не- 
н.якуреитно ингибируют активность аргиназы.

Результаты экспериментов в условиях ;.՛? vivo л in vitro но изуче
нию влияния нейро;ормонов «К» и «С» из активность аргиназы приве
ли к необходимости изучения влияния указанных нейрогормонов на I 
и II изоэнзимы аргиназы печени крыс, гем более что, очевидно, I изо- 
энзим является уреотелическим, а II изоэнзим неурептелнческим.

Рис I Ингибмр՛ накис яртнаш т ени крупного р> -.чч>։<« гкюа. а) под 
ио.чдеЙсгвле.м нейрогормона «Кх б) под но. .-Ыкгвием нейрогормона «С». 
Vv — величина, пбрачнаг скориг:и р<инлии; I- м>н.>г счи-ня ингибитора, 

в ел. биол. акт.

Выделение и очистку изоферментов аргиназы печени крыс осуще
ствляли способом |3], В результате были получены два изоэнзима. 
1 и II со степенью очистки 438 и 235 соответственно и выходом 63% 
для I изоэнзима и 15% для II. Эксперименты показали, что актив
ность I избэн.чпма ар иназы печени крыс при действии 76 мЕ/0,021 ед. 
био.:, акт. нейрогормона полан.шегся иг 30г-. . а 228 мЕ/0,063 еди
ниц биологической активности нейрогормона «С-- на 19%. второй, не
уреотелический изоэнзим ври воздействии то:'- же концентрации нейро- 
।Ориона «С» нс подавляется, а 228 мЕ нейрогормона «К» снижает ак
тивности всего н; ';2%. Отметим, что 0.06 ел. био. акт. нейрогормона 
<К» ингибирует I изоэнзим на 18%. 11—на 17 ;. 0,021 ед. биол. акт. 
нейрогормона ингибирую-; 1 изоэнзим на 18%, а II на 22%. Из 
таблиц явствует, 1 . нейрогормон «К? ингибирует активность как урео
телической, так и неуреотелической аргиназы, а нейрогормон «С» ока
зывает свое везлеш ; :е ил I изоэнзим. в ю время как И изоэнзим, имею
щий нёуреотелнчес.кую природу, почти не поддается ингибирующему 
влиянию этого нейрогормона. Необходимо еще раз отметить, что нейро
гормон «С» оказывает подавляющее влияние в более низких концентра֊ 
паях, нежели нейрогормон «К». При исследовании типа ингибирования 
графическим методом Дикс -н;. как это наглядно г.окатакс на рис. 2. ак
тивность аргиназы печени крь. подавлялась исглс;-данными нейро- 
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юрмонами неконкурентным механизмом Нейрогормоны не конкури
руют с субстратом за связывание а каталитическом центре, слелова* 
тельно. надо полагать. они связываются в другом, регуляторном центре.

В следующей серин экспериментов нами были пр< ведены опыты с 
целью выявления возможного аллостерического характера ннгибнро- 
напил активности аргиназы. Для этого использовали коммерчески» 
препарат аргиназы печени крупного рогатого скота. В первую очередь 
исследовали зависимость активности. фермента пт концентрации фер-

*Г 3 V X .V К .V < ) Я # & А И)

Рис. *2. Ингибирование активности I нзоэнзи.мз частично счищенной арги
назы печен» крыс; а) под воздействием нейрогормона -.С>. б) под воз
действием нейрогормона «К»: с) ннгнбн'.цжаит- активности II и зоэи .<;.։<։ 
частично гяппсишЯ։ и|м ина >ы печени нрыс под ՛ >6: > действием нейрогор- 
мола <К»; 1Д՛ величина, обратная скорости реакции; I концентрация ин

гибитора. о ед биол акт.

менгного белка. Оказалось, что зависимость выражается прямой ли
нией Гиперболической кривой выражается зависимость активности 
фермента от концентрации субстрата. Выявит;, зависимость, выражен
ную в виде характерной для аллостерических ферментов сигмоидной 
кривой, не удалось.

Выяснилось также, что каталитические свойства аргиназы исчеза
ют при 10-минутной гсг.товон обработке при 70”. Нам нужно было 
найти ту температуру, при которой фермент, теряя свои регуляторные 
свойства, т. е. способность подвергаться воздействию модулятора (в 
нашем случае ингибироваться нейрогормонами), сохранял бы катали
тические свойства Оказалось, что при 10-минутной прсдынкубации 
фермента при 55® активность сохраняется, полностью (контроль прелын- 
кубируется при 37® и течение !0 мин), но ферменты при этом теряют 
способность ингибироваться нейрогормонами «К» к «С». Мы полу
чили тайные, согласно к >торым 76 м.Е нейрогорм. на «О ингибируют 
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активность аргиназы, подвер гнутой тепловой обработке при 37՜ в те
чение ’0 мин, на 18%, а 0,06 ед. биол. акт. нейрогормона «К» н анало
гичных условиях—на 24%. однако после тепловой обработки фермента 
при 55° (10 мин) подавляющий эффект нейрогормонов не проявляется 
Г. и см образом, нам удалось при помощи тепловой обработки десснси-

кровать аргиназу в отношении отрицательно:<> ՝ло.-\лягорт. что 
являйся прямым доказан?.о.ствим аллостерического механизма Инги 
блреванйя активности этого фермента исследов; иными нейрогормона
ми. Очевидно. теплое,ал обработки фермента вря 55° вызывае։ конфор- 
чьдн֊ иные изменения модуляторных свойств, сохраняя конформзцию- 
ка: атлетического центра. Д.чя более детального изучения этого вопро
са в другой серии экс верп мен гои мы изучали ЭПР спектр аргиназы 
крупного рогатого скота и влияние на ЭПР спектры нейрогормонов. 
Псд влиянием нейрогормон; н и «С» ЭНР спектр аргиназы печени 
г.р՛ пноп- рогатого гкота не меняется, не меняется также лигандное 
окружение марганца. Учитывая это; факт, с также то отсчоятельство. 
что марганец является кофактором аргиназы, можно заключить, 
что указанные нейрогормоны связываются не н каталитическом цент
ре. А это еще ра?. говорит в пс. г.зу аллостерического механизма вза
имодействия аргиназы г нейрогормонами
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ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ В РАЗЛИЧНЫХ 
ОТДЕЛАХ ГОЛОВНОГО МОЗГА ПРИ ОБЛУЧЕНИИ И 

ТЕРМИЧЕСКОМ ОЖОГЕ

Л1. Г. АМЛДЯН, 2). с. ДИАРЯН

НИИ медицинской радиологии М3 АрмССР. лаборатория 
радиационной биохимии, Ерснан

Установлено, что уровень фоноь ;го, ферментагнввогр и неферментэтивного 
ПОЛ через 5 мин после облученн- и термического ожога увеличивается а 
различных отделах головного мозга кржс Череп час и далее наблюла-

Сохрыценмя ПОЛ—՝ перекисное окисление л л та дов; НЭП—ферментативная НАДФН- 
|.’в։'симй.ч система ПОЛ АЗИ н- ферм-.’пг;/видя зехорбгтззвневман система ПОЛ; 
МДА— малоновый днальде! ил
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